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1. Resumen 
En Chile, Pinus radiata se ha transformado en una de las especies forestales de mayor valor 
comercial, ya que a partir de ésta se obtienen productos y subproductos que son exportados, lo 
que genera grandes ganancias para el país. Para satisfacer la demanda de éstos productos, es que 
la industria forestal nacional ha optado por integrar a sus programas de mejoramiento 
herramientas biotecnológicas para optimizar y mejorar las plantaciones, tal como la 
embriogénesis somática (ES). Sin embargo, su aplicación en P .radiata no ha estado exenta de 
problemas, principalmente porque esta especie es recalcitrante. Considerando lo anterior, es que 
se utilizan embriones cigóticos inmaduros para iniciar la embriogénesis somática, cuya obtención 
para ser utilizados como explanto está limitada a una ventana temporal que dura 4 semanas al año 
y que se conoce como ventana de competencia. Aquellos embriones que sean obtenidos durante 
este periodo presentarán un estado de desarrollo ideal y por lo tanto serán capaces de iniciar 
tejido embriogénico. Sin embargo, esta ventana temporal no es obvia y varía año a año debido a 
los efectos del cambio climático, por lo que los resultados obtenidos generalmente no son 
reproducibles. Así, la ventana de competencia se ha transformado en el cuello de botella de la 
cadena productiva de plantas clónales de Forestal MININCO S.A. El objetivo de esta 
investigación es conocer como varían los niveles de metilación global en el transcurso de la 
embriogénesis cigótica temprana de P. radiata, con el fin de generar una herramientas que 
permita seleccionar explantos adecuados para la ES. Para esto se recolectaron conos de tres 
genotipos de P. radiata en distintas fechas, por un periodo de 1 mes. A partir de éstos se 
obtuvieron megagametofitos provenientes de polinización abierta que contienen embriones 
cigóticos inmaduros. A estos se les realizó una caracterización morfológica con el fin de conocer 
los cambios de este tipo que ocurren durante la embriogénesis cigótica temprana y al mismo 
tiempo, se evaluaron los niveles de metilación global de ADN para saber cómo varían a través del 
tiempo. Los resultados obtenidos muestran que los cambios morfológicos que ocurren en el 
transcurso del desarrollo embrionario cigótico temprano de P. radiata son idénticos a los 
descritos para el género Pinus y los niveles de metilación global cambian a lo largo de este 
proceso, mostrando una tendencia a aumentar a medida que transcurre el tiempo. Asociando estos 
resultados con la ventana de inducción se podrá generar una herramienta que permitirá 
determinar el estado de desarrollo de los embriones dentro de los conos femeninos y su capacidad 
de iniciar tejido embriogénico, lo que permitirá optimizar la cadena productiva de P. radiata. 
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2. Introducción 
2.1 Pino radiata (Pinus radiata D.Don) 
El pino radiata, también conocido como pino insigne, pino de Monterrey o simplemente 
pino, es una conífera siempreverde originaria de las costas de California y que pertenece a 
la familia de las pináceas (Tabla 1) (Hui quan et al., 2003). Es una especie monoica, por lo 
que un mismo individuo posee ambos sexos. Sus estructuras reproductivas se conocen 
como conos o piñas y, dado que son unisexuales, existen conos masculinos y conos 
femeninos. Los conos femeninos poseen un largo de entre 7 y 14 cm y se agrupan en 
parejas o verticilos de 3 a 5, presentan una forma ovoidea y asimétrica, y son sésiles  
(Fig. 1). Estos están formados por una agrupación de flores femeninas, las que se reducen a 
una escama en cuya cara interna se originan dos óvulos Los conos masculinos son 
elipsoide-cilíndricos (Fig. 2), de color amarillo-pardo, poseen un largo de 12-15 mm y 
crecen en racimos en el extremo apical de de las ramas. Están formados por estambres que 
portan dos sacos polínicos cada uno (Fidalgo et al., 2004). 
Tabla 1: Taxonomía de P.radiata 
Reino Plantae 
Filo Traqueofita 
Clase Pinopsida 
Orden Coniferales 
Familia Pinaceae 
Género Pinus 
Especie Pinus radiata 
 
 
 
 
 
 
(McDonald & Lackee, 1990) 
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Actualmente,  la distribución natural de Pinus radiata se reduce a tres enclaves de la costa 
californiana en Estados Unidos, los que están muy separados entre sí; la Península de 
Monterrey, Swanton y Cambria y a las islas mexicanas de Guadalupe y Cedros, los cuales 
poseen un clima mediterráneo (McDonald & Lackee, 1990). En conjunto, el área natural de 
P. radiata no supera las 8.000 hectáreas. El reducido tamaño de las poblaciones y las largas 
distancias que las separan hacen a esta especie vulnerable a la extinción en su ambiente 
natural por efectos del cambio climático, incluyendo la frecuencia con que ocurren 
tormentas, el aumento del nivel del mar, y el creciente aumento de pestes y enfermedades 
(Orion, 2015). En el resto del mundo, las plantaciones de pino radiata ocupan más de 4 
millones de hectáreas y el 90% de éstas están distribuidas en países con gran actividad 
forestal como Chile, Nueva Zelanda, Australia y en menor proporción, España (Mead, 
2013).  
2.2 Embriología de Pinus spp. 
La formación de un embrión cigótico de Pinus spp. es un proceso que implica una serie de 
pasos que, desde la formación de los conos hasta la generación de un embrión maduro, 
tardan 2 años. En Chile los conos masculinos se forman a fines de otoño y principios de 
invierno del primer año, mientras que la formación de los conos femeninos comienza a 
mediados del verano y finaliza a fines de invierno del mismo año (Pascoe, 2002).  
Figura 1. Cono femenino de P.radiata  
(Sprague, 1905) 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Conos masculinos de P.radiata 
(Chary et al., 2003). 
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La siguiente descripción de la embriología de Pinus spp. fue descrita por Lill, (1976), Lill 
& Sweet (1977), Chandler y Young (1995) y Gilbert & von Aderkas (2001). Una vez 
formados ambos tipos de conos, comienza la etapa de polinización. Esta se inicia a fines de 
invierno y se prolonga hasta las primeras semanas de la primavera. Pinus spp.,  al igual que 
la mayoría de las coníferas, presenta polinización anemófila, es decir, mediada por el 
viento. De esta forma, el polen viaja desde el cono masculino al femenino, ingresando hasta 
la micropila. Una vez ahí, el polen es transportado  hacia el interior del óvulo gracias a una 
secreción extracelular conocida como gota de polinización. Esta gota es producida por el 
tejido nucelar durante una sola noche en el año, adhiriéndose a ésta el polen. A 
continuación, la gota se evapora y se produce su arrastre al interior del óvulo, entrando en 
contacto con la nucela. Una vez finalizada la polinización, dentro del cono femenino se 
inician a una serie de cambios y procesos que tienen una duración de un año 
Un mes después de la polinización comienza la macrosporogénesis, en donde la célula 
madre de la megaespora (megaesporocito) se divide por meiosis para formar 4 megasporas, 
de las cuales 3 se degeneran y solo una será funcional. Seguidamente se da inicio a la 
formación del gameto femenino, evento conocido como macrogametogénesis. En este, el 
núcleo de la megaespora funcional sufre divisiones mitóticas sucesivas sin citocinesis por 
un periodo de 12 meses. Una vez llegado el otoño del año 2 y cuando la megaespora posee 
2000 núcleos libres, se inicia el proceso de celularización en donde 2 arquegonios, que 
contienen cada uno un gameto femenino, se estructuran y desarrollan hacia la micropila. El 
resto del tejido del gametofito femenino se carga de sustancias nutritivas transformándose 
en el endosperma primario. 
De forma paralela a la macrosporogénesis ocurre la maduración del polen y la 
microgametogénesis. Una vez dentro del óvulo, el polen absorbe fluidos para hidratarse y 
germinar en la punta de la nucela, iniciándose la formación de los tubos polínicos. Cuando 
se inicia la macrogametogénesis, el crecimiento de los tubos se detiene y ocurre la 
microgametogénesis; la célula generativa del polen se divide para formar la célula estéril y 
otra gametogénica. Esta última se divide para dar origen a 2 gametos masculinos. Una vez 
formado el gametofito femenino los tubos comienzan a crecer activamente a través de la 
nucela hasta llegar al gametofito femenino. 
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La fecundación ocurre en primavera del año 2 (Fig. 3), cuando el tubo polínico alcanza una 
de las arquegonias, liberando dos gametos masculinos (espermatozoide) de los cuales solo 
uno se unirá a la ovocélula y el otro se degenerará. Se forma finalmente un cigoto diploide 
conocido como proembrión, iniciándose así el proceso de embriogénesis. En algunas 
ocasiones 2 granos de polen ingresan a la micropila y ocurre la fecundación de las dos 
arqeugonias. 
2.2.1 Embriogénesis cigótica 
La embriogénesis en gimnospermas se estudia de forma separada en tres fases: 
proembriogénesis, que corresponde a las etapas previas a la elongación de los suspensores, 
embriogénesis temprana, que corresponde a las etapas posteriores a la elongación de los 
suspensores y antes del establecimiento del meristemo radicular y la embriogénesis tardía, 
en donde hay diferenciación de tejidos y órganos en el embrión  (Singh, 1978).  
Las siguientes descripciones de estas fases corresponden a observaciones, investigaciones y 
análisis realizados por Bucholz (1918, 1926), Boyle & Doyle (1954), Doyle (1963) y Dogra 
(1967). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Fecundación en Pinus spp. El tubo polínico entra en contacto con un arquegonio 
y libera dos espermatozoides. Uno de éstos se unirá con el núcleo del óvulo para crear un 
cigoto diploide (Modificado de Abrahamsson, 2016). 
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2.2.1.1 Proembriogénesis 
Durante esta fase y, tras la fecundación, ocurre la primera división cigótica en donde se 
forma un proembrión con dos núcleos, finalizando así la fase cigótica (Fig. 4A – 4D). 
Seguidamente, los dos núcleos sufren otra división para forman un proembrión con cuatro 
núcleos, los cuales se mueven al extremo superior del arquegonio (Fig 4E – 4F). Una vez 
ahí, el proembrión sufre una tercera división celular que incluye la formación de paredes 
celulares, generándose  así el proembrión primario (Fig. 4G – 4H). El proembrión primario 
se compone por 2 capas de 4 células cada una. Según la nomenclatura de Doyle (1963), 
estas capas celulares se conocen como pU y pE. La primera corresponde a la capa superior 
primaria y la segunda a la capa celular embriogénica primaria (Fig. 4I). Más tarde, las 
células de cada capa sufren una división (división interna), generándose un proembrión 
secundario (Fig.4I – 4J) que está compuesto por 4 capas: E4, que corresponde a la capa 
embrionaria; E14, capa que la capa suspensora y que al elongarse forma la primera célula 
suspensora; S4, denominada capa roseta y U4, que es la capa secundaria superior. Las 
células que la componen poseen paredes celulares incompletas y están comunicadas con el 
huevo, las que son rápidamente desintegradas en la embriogénesis temprana.  
Esta etapa culmina con la formación de un proembrión secundario que posee 4 hileras de 
células, compuestas por 4 células cada una, el que se alarga atravesando la pared del 
arquegonio en dirección a la cavidad corrosiva del megagametofito femenino. 
2.2.1.2 Embriogénesis temprana  
Esta fase comienza con el nacimiento de una nueva capa de células suspensoras (E2) que se 
establece entre la capa embrionaria (E) y la primera capa suspensora (E1)  
(Fig 5A – 5B). Tras finalizar este proceso, la capa suspensora primaria se elonga hasta un 
punto determinado, originándose el suspensor primario (célula suspensora primaria)  
(Fig. 5C). Durante esta etapa además se origina, a partir de la capa de células suspensoras 
secundarias, el suspensor secundario. A continuación, ocurre el fenómeno conocido como 
poliembrionía por clivaje, el cual consiste en la separación vertical de las capas celulares 
embrionarias y suspensoras de cada proembrión, generando 4 embriones filamentosos cada  
 
9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
uno (Fig. 5D). Este evento está muy bien controlado a nivel genético y ocurre por la 
elongación diferencial de las células suspensoras de cada embrión filamentoso. Una vez 
ocurrido esto, los suspensores se alargan y los embriones comienzan una lucha por llegar a 
la parte superior del gametofito femenino, atravesando la cavidad corrosiva (Fig. 5E). En 
esta competencia, el embrión que posea la mejor constitución fisiológica situado en el 
entorno más adecuado pronto obtendrá una ventaja, por lo general representada por su 
posición más adelantada con respecto a los demás embriones, y sobrevivirá, mientras el 
resto será reabsorbido. El embrión que sobrevive se conoce como embrión dominante y las 
células que lo componen se van multiplicados mientras éste es empujado por los 
suspensores, los que se alargan y crecen radialmente, hasta alcanzar el extremo inferior de 
la cavidad corrosiva (5F). 
Figura 4. Desarrollo proembrionario desde la fertilización hasta la formación del 
proembrión secundario. A-C, fecundación; D, primera división cigótica; E, segunda 
división cigótica; F, movimiento de los cuatro núcleos al extremo superior del arquegonio, 
opuesto a la micropila; G-H, formación del proembrión primario; I-J, formación del 
proembrión secundario. pU capa superior primaria; pE, capa embrogénica primaria; U4, 
capa secundaria; S4, capa roseta; E14, grupo suspensor, E: segmento embrionario 
(modificado de Dogra, 1967). 
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Figura 5. Embriogénesis temprana. A-C, fecundación; D, primera división cigótica; E, 
segunda división cigótica; F, movimiento de los cuatro núcleos al extremo superior del 
arquegonio, opuesto a la micropila; G-H, formación del proembrión primario; I-J, formación 
del proembrión secundario. pU capa superior primaria; pE, capa embrogénica primaria; U4, 
capa secundaria; S4, capa roseta; E14, grupo suspensor, E: segmento embrionario 
(modificado de Dogra, 1967). 
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2.2.1.3 Embriogénesis tardía  
 
Una vez en el extremo de la cavidad corrosiva, el proembrión posee forma globular (Fig. 
6A). Seguidamente, el suspensor crece radialmente y longitudinalmente y su ápice adopta 
forma de domo (fase torpedo) (Fig. 6B – 6D). Tras esto, se comienzan a hacer visibles los 
primordios del meristemo apical y posteriormente también lo hacen los primordios 
cotiledonares (Fig. 6E – 6F). A partir de estos últimos se desarrollan los cotiledones los que 
se alargan y sobrepasan el meristemo apical del tallo, encerrándolo por la unión de sus 
puntas. Por otro lado, el meristemo radicular genera una capa gruesa de células, finalizando 
la última etapa de la embriogénesis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.  Embriogénesis tardía de Pinus spp. A, proembrión globular; B-D, proembrión con 
ápice en forma de domo en desarrollo (fase de torpedo); E-F, proembrión con primordios 
cotiledonares. (Modificado de Montalbán et al., 2012). 
12 
 
3. Importancia de Pinus radiata en la economía chilena 
Durante las últimas décadas, el sector forestal chileno ha experimentado un importante 
crecimiento, logrando posicionarse como el segundo rubro exportador del país después de 
la minería, y el primero basado en un recurso natural renovable (CORMA 2010)
1
. En 2015, 
las exportaciones de productos forestales superaron los   5.000 millones de dólares, lo que 
corresponde a un 8% de las exportaciones totales del país (INFOR 2016)
2
. 
Actualmente, las plantaciones forestales nacionales cubren más de 2.500.000 Ha, de las 
cuales 1.400.000 Ha están plantadas con Pinus radiata. Éstas se ubican preferentemente en 
ambas vertientes de la Cordillera de la Costa y el Valle Central de la zona Centro-Sur, 
específicamente entre las regiones de Valparaíso y Los Lagos, en donde las favorables 
condiciones de clima y suelo han permitido el desarrollo de este tipo de plantaciones 
forestales (INFOR 2016)
3
. 
A su vez,  la zona de Concepción es la que concentra la mayor cantidad de plantaciones de 
esta región, ubicándose desde los 35° 15' S. a los 38° 30' S y donde el tipo de clima es 
mediterráneo, lo que permite un buen desarrollo de estos árboles (CONAF, 2010)
4 
 
  
 
 
 
 
1 Disponible en http://www.corma.cl/_file/material/folleto_plantaciones.pdf 
2 Diponible en http://wef.infor.cl/publicaciones/publicaciones.php?subopcion=1#/4 
3 Disponible en http://www.infor.cl/index.php/quienes-somos/destacados/738-plantaciones-
forestales-y-agua 
4 Disponible en http://www.conaf.cl/wp-content/files_mf/1363716217res_baja.pdf 
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Tabla 2: superficie de bosques de P. radiata plantados según región (Diciembre 2013) 
Región Superficie (Ha) 
Región de Valparaíso 8.500 
Región del L. Bernardo O’higgins 76.000 
Región del Maule 409.000 
Región del Bío Bío 594.000 
Región de la Araucanía 267.000 
Región de los Ríos 99.000 
Región de Los Lagos 16.000 
Región Metropolitana 17 
Total 1.469.517 
(INFOR, 2015)
5 
Dentro de los principales productos forestales de exportación se encuentran aquellos 
obtenidos a partir de pino radiata, tales como blanks, tableros contrachapados, madera 
aserrada en tablones, madera cepillada, tableros encolados de canto, puertas y pulpa 
blanqueada. A fines del año 2014 el monto de exportación de estos productos superó los 
3.500 millones de dólares, destacando la madera aserrada y la pulpa blanqueada, siendo 
reconocidas su alta calidad a nivel mundial. (Tabla 3) (INFOR, 2014)5 Mientras que la 
madera aserrada es utilizada para la construcción de viviendas, pisos, techos, puertas, 
revestimientos, muebles, entre otros (Witte, 1998), la celulosa blanqueada es utilizada para 
producir papel de escritura, papel de impresión y papel higiénico (ARAUCO, 2016)
6 
Además de Chile, países del hemisferio sur como Australia y Nueva Zelanda ven 
beneficiada su economía gracias a la utilización y exportación de productos forestales 
obtenidos a partir de P. radiata. Las plantaciones de esta especie en dichos países abarcan 
1.400.000 hectáreas y 770.000 hectáreas respectivamente. En el hemisferio norte, esta 
especie es plantada en España con fines comerciales, agroforestales y para plantaciones 
mixtas, ocupando más de 260.000 hectáreas (Mead, 2013) 
5 Disponible en http://wef.infor.cl/publicaciones/publicaciones.php?subopci%C3%B3n=5#/408 
6 Disponible en http://www.arauco.cl/informacion.asp?idq=3940&parent=624&idioma=17 
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En base a lo mencionado anteriormente y en vista del aumento en la demanda de los 
productos y subproductos obtenidos a partir de P. radiata originado por el acelerado 
crecimiento de la población mundial, es que se hace necesario buscar métodos para 
optimizar los sistemas de producción mediante programas de mejoramiento. 
Tabla 3: productos forestales de exportación año 2014. 
(INFOR,2014)
5 
 
 
 
 
 
 
Producto Millones US$ FOB 
Pulpa blanqueada de pino radiata 1.295,3 
Pulpa blanqueada de Eucaliptus globulus 1.053,9 
Madera aserrada tablones pino radiata 624,5 
Cartulina multicapas estucada 326,5 
Tablero contrachapado pino radiata 290,7 
Pulpa cruda pino radiata 269,8 
Molduras de madera pino radiata 257,3 
Astillas sin corteza de eucaliptus globulus 233,2 
Molduras MDF pino radiata 149,2 
Tablero MDF de pino radiata 109,6 
Madera cepillada de pino radiata 109,2 
Madera finger joint (blanks) pino radiata 70,7 
Tablero encolados de canto de pino radiata 68,1 
Otros productos 639,0 
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4. Programas de mejoramiento genético 
Durante los últimos 60 años los programas de mejoramiento genético (PMG) han tenido un 
gran impacto en la productividad y calidad de las plantaciones de coníferas de interés 
comercial, ya que han permitido descubrir e identificar árboles que poseen características 
ideales para fines productivos, conocidos como árboles selectos o elite y que pueden ser 
utilizados como progenitores en las poblaciones de mejoramiento y producción (Ipinza, 
1998). El desarrollo de herramientas genética ha permitido potenciar los PMG (Castillo & 
Moreno, 2002) y en la actualidad  las plantaciones de coníferas están atravesando por su 
segundo, tercer e incluso cuarto ciclo de mejora.  
En lo que respecta a P. radiata, los primeros programa de mejoramiento genético tienen su 
origen en estudios realizados entre la década de 1930 y 1950 en Australia, relacionados con 
la variabilidad genética de esta especie. Esto conllevó finalmente a iniciar un programa de 
mejoramiento en 1953 basado en el establecimiento de huertos semilleros con el fin de 
obtener variedades vigorosas y resistentes a patógenos (Eldridge, 1972) Durante la misma 
década, Nueva Zelanda inicia un programa de mejoramiento intensivo también basado en 
huertos semilleros (Turner, 1996). En Chile, la incorporación de un programa de 
mejoramiento a principios de la década de 1970 fracasó, pero más tarde lograría ejecutarse 
de forma exitosa tras la adaptación de la industria forestal al modelo de la Industria de 
Estados Unidos/Cooperativo universitario. Sumado a esto, Chile logró beneficiarse de la 
experiencia de Nueva Zelanda sobre como iniciar y gestionar los huertos de semilla 
(Plomion et al., 2011). Sin embargo, este tipo de mejoramiento presenta una algunos 
inconvenientes en la industria tales como: los altos costos asociados a la mantención con 
árboles en crecimiento y el tiempo que tarda la obtención de material genético mejorado 
(Sweet, 1995).  Como una solución a estos problemas, las industrias forestales han optado 
por integrar la propagación clonal a sus programas de mejoramiento genético. 
5. Propagación clonal  
La propagación clonal es un método de reproducción asexual que permite generar de forma 
masiva plantas genéticamente idénticas, a partir de un fragmento de una planta donadora 
(George & Hall, 2008). Esto es posible gracias a la totipotencialidad que presentan las 
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células de las plantas, propiedad que les permite dividirse y diferenciarse para formas 
tejidos y órganos que la componen (Ingram et al., 2016).  
Las técnicas de propagación clonal aplicadas en coníferas han sido variadas y en la 
actualidad las más utilizadas son el enraizamiento de esquejes y dos técnicas de 
micropropagación in vitro: organogénesis y embriogénesis somática (ES). Ésta última se ha 
transformado en una de las herramientas más importantes de la biotecnología forestal, 
siendo utilizada por empresas forestales nacionales e internacionales con el fin de 
incrementar la productividad de plantas de interés comercial, ya que permite capturar los 
beneficios de los programas de mejoramiento genético a través de la multiplicación de 
árboles con características superiores (Pullman & Bucalo, 2011). 
5.1 Embriogénesis somática  
La embriogénesis somática (ES) se define como el proceso por el cual células somáticas 
dan origen a una planta completa a través de etapas embriológicas características sin que 
exista la fusión de gametos (Smertenko & Bozhkow, 2014). 
La ES se divide en una serie de etapas dentro de las cuales ocurren fenómenos claves que 
permitirán obtener embriones somáticos a partir de los cuales se podrá regenerar una planta 
completa. Dichas etapas son: i) Inducción del cultivo embriogénico, ii) Proliferación del 
cultivo embriogénico, iii) Maduración del cultivo embriogénico, iv) Germinación o 
regeneración de plantas desde los embriones somáticos (Dunstan et al., 1995) 
5.1.1 Inducción 
En esta etapa el explanto es llevado a un medio de cultivo suplementado con reguladores de 
crecimiento como auxinas y citoquininas con el fin de que las células que lo componen 
adquieran potencial embriogénico. Estas células poseen toda la información genética 
necesaria para formar una planta completa y funcional. Se ha determinado que los 
reguladores de crecimiento y el estrés juegan un papel fundamental al mediar la cascada de 
transducción de señales asociada a la reprogramación de un patrón de expresión somático 
hacia un patrón de expresión embriogénico. Esto provocaría una serie de divisiones 
celulares que darán origen a un callo embriogénico (Zavattieri, 2010). 
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5.1.2 Proliferación 
Los callos formados son transferidos a un medio de cultivo sólido o líquido suplementado 
con auxinas, formándose dentro de éstos unos agregados celulares embriogénicos, 
conocidos como masas proembriogénicas (MPEs). Estas masas proembriogénicas 
atraviesan por tres etapas características que se distinguen entre ellas por su organización 
celular y número de células (MPE I, MPE II, MPE III). Las masas proembriogénicas serán 
incapaces de diferenciarse a un embrión somático si no se ha completado la etapa MPE III 
(Filonova et al., 2000). Alcanzada dicha etapa, las MPEs son llevadas a un medio de 
cultivo sin reguladores de crecimiento en donde atravesará por las distintas fases del 
desarrollo embrionario: fase globular, fase de torpedo y cotiledonar, transformándose 
finalmente en embriones somáticos (von Arnold et al., 2002) 
5.1.3. Maduración 
El cultivo es transferido desde el medio de proliferación a un medio adecuado que 
provocará cambios bioquímicos y morfológicos en los embriones somáticos; los 
cotiledones se expanden, se depositan sustancias de reserva, adquieren tolerancia a la 
desecación y se reprime la germinación (Norgaard, 1997). 
5.1.4 Germinación 
Aquellos embriones somáticos en estado cotiledonar con un cotiledón evidentemente 
desarrollado, hipocotilo, raíces primordiales y una morfología similar o idéntica a los 
embriones cigóticos, se transfieren a un medio de cultivo sin reguladores de crecimiento en 
donde formarán plantas pequeñas. Una vez que éstas alcanzan un tamaño determinado 
pueden ser llevadas a campo (von Arnold et al., 2002) 
5.2 Embriogénesis somática en coníferas 
Durante los últimos años, la ES se ha transformado en una técnica prometedora para la 
propagación clonal de coníferas elite y genéticamente modificadas, transformándose en una 
poderosa herramienta (Montalbán et al., 2012). Sumado a su aplicación biotecnológica, la 
ES también es utilizada para estudiar procesos celulares y moleculares que gobiernan el 
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desarrollo de las plantas, tales como la diferenciación celular, expresión genes y su genética 
molecular (Loyola & Ochoa, 2016). 
Los primeros protocolos de ES somática en coníferas se describieron para Picea abies y 
Larix dedicua, y posteriormente  para especies pertenecientes al género Pinus, 
determinándose que los patrones de diferenciación y desarrollo de este grupo de 
gimnospermas durante este proceso es similar (Stasolla & Yeung, 2003; Klimaszewska et 
al., 2016). 
5.2.1 Embriogénesis somática en P. radiata 
En P. radiata, este proceso fue descrito inicialmente por Smith et al. (1994). Más tarde se 
desarrollaron los primeros protocolos generales y metodologías enfocadas a las etapas de 
iniciación y maduración (Smith 1996; Walter et al. 2005). Durante los años siguientes se 
realizaron diversos estudios de este proceso en Pinus radiata, los que se enfocaron 
principalmente en la etapa de iniciación (Hargreaves et al., 2009), proliferación (Montalbán 
et al., 2012), maduración y germinación (Montalbán et al., 2010), así como también en 
criopreservación (Klimaszewska et al., 2007; Hargreaves et al., 2002,   
Walter & Grace , 2000). 
Gracias al mejoramiento de los protocolos a través de los años, actualmente la ES es una de 
las técnicas más utilizadas para el clonamiento de árboles elite, incluyendo coníferas como 
Pinus radiata, tanto a nivel nacional e internacional, y que ha alcanzado un nivel comercial. 
5.3 Limitaciones de la embriogénesis somática en la industria forestal de P.radiata 
En el género Pinus, la ES se inicia de forma exitosa únicamente cuando se utiliza como 
explanto inicial megagametofitos, específicamente los embriones cigóticos inmaduros que 
se encuentran en su interior y que son obtenidos a partir de conos femeninos  
(Park et al., 2006). Esto se debe a que las coníferas, especialmente aquellas pertenecientes 
al género Pinus son de naturaleza recalcitrante (Montalbán et al., 2012). Una especie 
vegetal es considerada recalcitrante si, tras utilizar técnicas de cultivo de tejido, no se logra 
iniciar el proceso de ES (Bonga et al., 2010).  
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La utilización de embriones cigóticos inmaduros como explanto implica que no se estaría 
propagando un genotipo de interés, sino más bien, se estaría intentando capturar la riqueza 
genética obtenida mediante los programas de mejoramiento genético a través del cultivo de 
dichos embriones (representado por las letras en Figura 7). 
Los megagametofitos con embriones cigóticos inmaduros en su interior son obtenidos a 
partir de los conos femeninos y son sometidos al proceso de ES. Del total de éstos, solo un 
10% será capaz de responder positivamente, por lo que se genera una gran pérdida de 
diversidad genética capturada por los PMG. Si bien los genotipos que responden provienen 
de la cruza de árboles elite, su fenotipo es desconocido, y debe ser determinado mediante la 
realización de pruebas de campo, las que toman unos 10 años y reduce aún más la captura 
de diversidad. Durante este tiempo el material embriogénico es criopreservado, hasta que 
sus características elite puedan ser confirmadas, lo cual tiene un costo bastante alto.  
 
 
Figura 7.  Cadena productiva de P. radiata.  
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La obtención de embriones cigóticos inmaduros para ser utilizados como explanto está 
limitada a una ventana temporal que dura 4 semanas al año y que se conoce como ventana 
de competencia. Aquellos embriones que sean obtenidos durante este periodo presentarán 
un estado de desarrollo ideal y por lo tanto serán capaces de iniciar tejido embriogénico 
(Mackay et al., 2006; Yildirim et al., 2006). Sin embargo, esta ventana temporal no es 
obvia (depende de la apreciación visual del aspecto de los conos) y varía año a año debido a 
los efectos del cambio climático, por lo que los resultados obtenidos generalmente no son 
reproducibles.  
Es sabido que la embriogénesis en plantas está regulada por factores endógenos como las 
fitohormonas, pero también por factores ambientales como la luz, radiación, agua, viento, 
gravedad etc. En conjunto, estos dos tipos de factores permiten que se inicien los procesos 
de diferenciación celular y crecimiento, y la sincronización del desarrollo con los cambios 
estacionales en el medio ambiente (Larcher, 2003) Sin embargo, los efectos ambientales 
sobre la embriogénesis cigótica no han sido estudiados en el hemisferio sur, por lo que se 
hace difícil predecir y determinar un periodo de colecta de conos con embriones cigóticos 
que respondan a la inducción. Esto se ha transformado en uno de los obstáculos más 
importantes para la aplicación comercial de la ES en P. radiata para una de las empresas 
forestales más importantes del país como lo es MININCO S.A.,  siendo necesario mejorar 
los protocolos de iniciación (Montalbán et al., 2012) ya que durante el año 2015 la empresa 
tuvo una tasa de iniciación igual al 0%. Para esto, es importante conocer los cambios a 
nivel celular, molecular y morfológico que  ocurren en el transcurso de la embriogénesis 
cigótica temprana de esta especie, con el fin de encontrar una relación entre ellos y con la 
ventana de inducción.  
6. Bases moleculares del desarrollo embrionario en plantas 
El desarrollo embrionario implica procesos una serie de eventos de multiplicación y 
diferenciación de células madres pluripotentes en una gran variedad de células 
especializadas (Rosa et al., 2014). Durante el transcurso de dichos eventos, ocurre la 
activación temporal y espacial de genes específicos, así como también el silenciamiento de 
éstos, lo cual ocurre en respuestas a señales internas y externas (Noceda et al., 2009). 
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Las modificaciones epigenéticas se definen como los cambios heredables en la actividad y 
expresión de genes que ocurren sin la alteración de la secuencia de ADN, y dentro de éstas 
se encuentra la metilación de ADN y la modificación de histonas (Handy et al., 2011). 
Estas modificaciones pueden ser gatilladas por efectos ambientales, lo que genera cambios 
en la expresión génica, alterando el fenotipo de un organismo. En plantas, el mecanismo 
epigenético mejor estudiado y comprendido hasta la fecha es la metilación de ADN y es 
considerado un factor clave en la regulación transcripcional de la embriogénesis ya que 
media el silenciamiento de genes (Abid et al., 2011). 
 
6.1 Metilación de ADN 
 
La metilación del ADN es una modificación química del ADN que implica la transferencia 
de un grupo metilo (-CH3) desde la coenzima  S-adenosilmetionina hacia la posición 5’ del 
anillo de pirimidina de la citosina, dándose origen a una 5-metilcitosina (5mC) (Jin et al., 
2011). Esta modificación puede ocurrir en tres contextos de secuencias distintos: un 
contexto simétrico, CpG o CpNpG y en contextos asimétricos, CpNpN (Siendo N cualquier 
nucléotido excepto G). En alguna partes del genoma existen regiones que presentan un gran 
número de repeticiones en tándem del dinucléotido CpG y éstas se conocen como islas 
CpG. Dichas islas se encuentran frecuentemente en las regiones promotoras de muchos 
genes o en el primer exón, especialmente de genes constitutivos (Valledor et al., 2007). 
El proceso de metilación de ADN está catalizado por enzimas conocidas como ADN 
metiltransferasas (DNMTs), y en plantas se han descrito distintos tipos en base a su 
función: METILASAS DE DOMINIOS REORGANIZADOS (DRM), encargadas de la 
metilación de novo y por lo tanto de establecer nuevos patrones de metilación; 
CROMOMETILASAS (CMT) y METILTRANSFERASAS (MET), encargadas de 
mantener los patrones de metilación en los contextos CpNpG o CpNpN y CpG 
respectivamente, los que se heredarán de forma mitótica y meiótica (Lin et al., 2015). 
La regulación transcripcional que ejerce este mecanismo epigenético puede ocurrir de dos 
formas: la primera, mediante la metilación de islas CpG presentes en regiones promotoras o 
en el primer exón de un gen, lo que interfiere con la unión de factores de transcripción u 
22 
 
otros elementos activadores a su sitio de reconocimiento en el ADN, y la segunda, a través 
de proteínas que reconocen el ADN metilado y que podrían reclutar correpresores que 
resulta en la modificación de histonas. A su vez, la modificación de histonas promueve 
cambios en la estructura de la cromatina, aumentando su nivel de compactación 
(heterocromatina) e impidiendo el ingreso de la maquinaria transcripcional  
(Moore et al., 2013). 
De forma opuesta, la demetilación del ADN permite la expresión de genes silenciados  y 
esto puede ocurrir de forma activa o pasiva. En plantas, la demetilación activa involucra 
enzimas conocidas como demetilasas y se han descrito dos de éstas: DME (DEMETER) y 
ROS1 (REPRESSOR OF SILENCING 1), las cuales pertenecen a la familia de proteínas 5-
metilcitosina ADN glicosilasa. Su función consiste en quitar directamente las 5mC del 
ADN, reemplazándolas por citosinas demetiladas mediante la vía de reparación por escisión 
de bases. El método de demetilación pasivo ocurre durante la replicación del ADN, cuando 
las citosinas metiladas son reemplazadas por cisotinas no modificadas. (Zhu, 2009) 
6.1.1 Metilación de ADN durante la embriogénesis de coníferas 
En plantas superiores, el desarrollo embrionario involucra una serie de de cambios 
específicos en la metilación global de ADN, es decir, en los niveles de 5mC a lo largo del 
genoma, los que están asociados a distintas etapas de éste proceso. Esto hace posible 
relacionar un estado de metilación específico con la habilidad morfogenética in vitro. 
(Noceda et al., 2009). 
Las investigaciones sobre la metilación global de ADN se han desarrollado principalmente 
en plantas modelo del grupo de las angiospermas (Xiao et al., 2006), mientras que en 
gimnospermas han sido enfocadas en coníferas. Los estudios de metilación global de ADN 
en coníferas son recientes y están fragmentados. Reportes recientes en líneas celulares 
sugieren una relación causal entre los niveles de metilación global del ADN y la 
competencia morfogénica in vitro. 
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Noceda et al., 2009 evaluó los niveles de metilación global de 3 líneas celulares distintas 
inducidas a partir de embriones cigóticos inmaduros de Pinus nigra Arn. ssp Austriaca, 
mediante HPLC. Los resultados revelaron que aquella línea considerada efectivamente 
embriogénica presento un nivel de metilación menor en comparación con las demás (Fig. 
8). Sumado a estas investigaciones, Bravo et al., mediante la técnica de ELISA,  
determinaron los niveles de metilación de líneas embriogénicas inducidas a partir de 
embriones cigóticos inmaduros de P. radiata y que fueron previamente caracterizadas 
como embriogénicas (E) y no embriogénicas (NE) en base a su capacidad para generar 
embriones diferenciados cuando pasan a través de la fase de maduración. Los resultados 
muestran que aquellas líneas caracterizadas como embriogénicas (E) poseen un porcentaje 
de metilación global bajo, mientras que los no embriogénicos (NE) presentan un porcentaje 
de metilación alto (Fig. 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8. Porcentaje de citosinas metiladas en ADN genómico de las distintas líneas 
celulares. Las distintas letras en las columnas indican diferencias significativas entre los 
promedios (P\0.001, ANOVA and post hoc Holm-Sidak tests). LNE: Línea celular sin 
potencial embriogénico. LE1: Línea con potencial embriogénico medio. LE2: Línea con 
potencial embriogénico alto. 
24 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estas investigaciones sugieren que la hipometilación observada en los tejidos 
embriogénicos está implicada en la señal que activa el proceso de inducción de la ES, 
posiblemente activando genes clave involucrados en la diferenciación y proliferación 
celular. Esto sugiere  que la metilación global del embrión cigótico temprano utilizado 
como explanto inicial, debe ser baja para que se inicie la ES (De La Peña et al., 2015).  
La variación en los niveles de la metilación global se han descrito como un marcador 
molecular de los procesos del desarrollo en plantas (Viejo et al., 2010) y por lo tanto 
permitirá asociar un patrón de metilación global de ADN del embrión cigótico de Pinus 
radiata con su capacidad de iniciar el proceso de ES. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9. Metilación global de ADN de callos. Porcentaje de metilación global de ADN de 
callo de Pinus radiata. E: callos caracterizados como embriogénicos; NE: callos 
caracterizados como no embriogénicos. 
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7. Hipótesis 
Los niveles de metilación global de ADN cambian durante el desarrollo embrionario 
cigótico temprano de Pinus radiata. 
8. Objetivos 
8.1 Objetivo general 
Determinar los cambios en los niveles de metilación global del ADN durante el desarrollo 
embrionario temprano de P. radiata. 
8.2 Objetivos específicos 
8.2.1 Describir los cambios morfológicos que ocurren durante la embriogénesis cigótica 
temprana de P. radiata. 
8.2.2 Evaluar las variaciones en los niveles de metilación global de ADN durante la 
embriogénesis cigótica temprana de P. radiata. 
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9. Metodología 
9 .1 Material inicial 
Se utilizaron megagametofitos provenientes de polinización abierta de 3 genotipos elite 
distintos de P. radiata, obtenidos tras la apertura de conos femeninos. Los conos femeninos 
fueron colectados un periodo de tiempo determinado (Tabla 4), transportados en bolsa de 
papel y almacenados a 4°C durante  no más de 2 semanas. La cantidad de conos femeninos 
abiertos corresponden a 3 por cada fecha de colecta, para cada genotipo en estudio.  
Tabla 4: Fecha de colecta de conos de P. radiata 
Semana colecta Fecha de colecta campaña 1 (2015 - 
2016) 
Semana 1 2 de diciembre 
Semana 2 9 de diciembre 
Semana 3 14 de diciembre 
Semana 4 21 de diciembre 
Semana 5 28 de diciembre 
Semana 6 04 de enero 
 
 
9.1.1 Apertura de conos femeninos   
Los conos femeninos almacenados a 4°C fueron lavados con agua destilada y detergente, 
seguido de un enjuague con agua destilada. Seguidamente se les aplicó etanol 70%, el que 
se dejó actuar por 10 segundos para luego secar el cono con papel absorbente. Una vez 
seco, se posicionó sobre una superficie y se procedió a sacar la parte del botón, todo esto 
con ayuda de un partillo y un cincel (Figura 10A). Luego se rompió los alrededores del 
botón de igual forma, hasta lograr ver algunas semillas (10B). Seguidamente, el cono fue 
llevado a una cámara de flujo en donde con ayuda de una pinza se comenzó a abrir. La zona 
de la cual se extrajeron las semillas corresponde a la zona B, con el fin de evitar gradientes 
de maduración. Las semillas obtenidas se almacenaron en placas de Petri estériles según 
clon y fecha de colecta a 4°C. Debido a que fueron procesados 3 conos por genotipo y por 
fecha, las semillas obtenidas se juntaron en una sola placa de Petri para hacer un pool. Estas 
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semillas fueron posteriormente procesadas para la extracción de ADN y para la 
caracterización morfológica del desarrollo embrionario. 
 
 
 
9.1.2 Obtención de megagametofitos  
Las semillas almacenadas a 4°C fueron abiertas con ayuda de un bisturí con hoja N°1 y 
pinzas, tal como se muestra en la siguiente figura:  
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 10. Apertura de conos femeninos (A) Zona de extracción de semillas; (B) Apertura del 
cono y aspecto de semillas.  
Fig. 11. Obtención de megagametofitos a partir de semillas. A, corte vertical superior e 
inferior de la semilla; B, semilla abierta en ambos extremos; C, salida del megagametofito 
desde el interior tras presionar suavemente la semilla; D, Megagametofito. 
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Tras la obtención de megagametofitos, 10 de éstos fueron almacenados en bolsas de 
aluminio para cada clon en estudio y fecha de colecta a -80°C hasta su utilización para 
extraer ADN. Los megagametofitos utilizados para la caracterización morfológica fueron  
procesados inmediatamente. 
9.2 Fotodocumentación y caracterización morfológica  
Los megagametofitos obtenidos se cortaron de forma horizontal con el fin de obtener una 
delgada lámina que contenga al embrión en desarrollo. Seguidamente, dicha lámina fue 
teñida con safranina diluida por dos minutos. La safranina es una tinción catiónica y que 
por lo tanto se une a moléculas que posean cargas negativas como el ADN, por lo que tiñe 
el núcleo y además a estructuras lignificadas como la pared celular de las plantas (Soni & 
Soni, 2010) Transcurridos los dos minutos, la lámina se lavó 2 veces en agua destilada por 
2 minutos y finalmente se llevó a un portaobjetos para ser observados en un microscopio. 
9.3 Extracción de ADN genómico (ADNg) 
La extracción de ADNg se realizó mediante un kit comercial, a partir de 10 
megagametofitos de P. radiata , mediante el kit DNesasy Plant Mini Kit ®, según 
protocolo establecido en éste. La concentración de ADNg que se obtuvo se cuantificó en 
unidades ng/µL en un espectrofotómetro TECAN Infinite Pro M200 Nanoquant ® y su 
pureza fue determinada mediante el índice de absorbancia OD260/280 en el mismo equipo, 
realizando dos mediciones analíticas. La integridad del ADN se evaluó a través de 
electroforesis en gel de agarosa al 1%, durante 50 minutos a 80V y visualizado en un 
transiluminador UV MajorScience MUV26® 
9.4 Medición de la metilación global de ADNg  
Con el fin determinar los niveles de metilación global de ADN que presentan los embriones 
cigóticos tempranos de P. radiata colectados en las distintas fechas,  se utilizó el kit 
comercial 5mC DNA ELISA [Zymoresearch], según indicaciones del fabricante. Este kit 
permite cuantificar con precisión las 5mC mediante una reacción que se basa en la técnica 
de ELISA indirecta: El ADN es denaturado e inmovilizado en pocillos que han sido 
previamente tratados para que posean una gran afinidad por el ADN. La fracción de ADN 
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metilada es detectada utilizando un anticuerpo primario (Anti 5mC), que se une a las 
citosinas metiladas de forma específica, y luego un anticuerpo secundario conjugado con la 
enzima peroxidasa de rábano que se une al anticuerpo primario. Posteriormente se realiza 
una cuantificación colorimétrica mediante la lectura de la absorbancia a 405 nm en un 
espectrofotómetro tras 30 minutos de exposición al revelador. La cantidad de ADN 
metilado será proporcional a la densidad óptica medida. 
El porcentaje de metilación global (% 5mC) puede ser medido con exactitud a partir de una 
curva de calibración generada con controles especiales diseñados y que vienen incluidos en 
el kit. Estos controles, positivos y negativos, corresponden a ADNg de Escherichia coli 
tratado con metilasas. El kit además especifica que se utiliza un factor de corrección que 
debe multiplicarse con el resultado de los niveles de metilación obtenidos. Dicho factor es 
la frecuencia de aparición de islas de CpG y se considera así ya que en bacterias solo estas 
regiones pueden metilarse, al igual que en animales, pero no así en plantas, en donde todas 
las citosinas presentes en su genoma pueden hacerlo. 
Con el fin de encontrar el factor antes mencionado para plantas, se decidió utilizar el 
control positivo del kit MethylFlash Methylated ® DNA Quantification Kit (Colorimetric), 
el cual posee un comportamiento de metilación similar al de plantas porque no necesita un 
contexto CpG para que la metilación ocurra y corresponde a un polinucleótido metilado en 
un 50% (50% 5mC). De esta forma, se generaron dos curvas de calibración con el kit de 
metilación 5mC DNA ELISA Zymoresearch; una con los controles propios de dicho kit y 
otra con los controles del kit MethylFlash Methylated ® DNA Quantification Kit 
(Colorimetric). 
Finalmente para establecer el factor de corrección buscado, se aplicó una relación entre los 
valores de metilación global obtenidos al aplicar la ecuación de la curva de calibración 
generada con los controles del kit de metilación Zymoreserach (% 5mC Zymoresearch) y 
con los controles de metilación kit (% 5mC Epigentek): 
 
 
30 
 
 
 
 
 
 
En una etapa posterior, se midieron los niveles de metilación global de distintas muestras 
acículas de Pinus radiata  por duplicado, utilizando el kit 5mC DNA ELISA de 
Zymoresearch y aplicando el factor de corrección obtenido previamente. Estos resultados 
fueron comparados con aquellos obtenidos con el kit MethylFlash Methylated ® DNA 
Quantification Kit (Colorimetric) de Epigentek en el mismo tejido de forma previa. 
 
Sumado a esto, se aplicó otra modificación al protocolo del kit de Metilación 5mC ELISA 
de Zymoresearch utilizado, basado en los valores de absorbancia de las muestras obtenidos, 
los que eran más altos que aquellos obtenidos para la construcción de la curva de 
calibración. Esto podría deberse a un exceso de anticuerpos secundarios, considerando que 
pueden existir uniones inespecíficas de estos o interacciones proteína-proteína inadecuadas, 
no uniéndose al anticuerpo primario pero si a la placa, generando luminiscencia extra y por 
lo tanto los valores de absorbancia son más altos. Para solucionar esto, se procedió a 
disminuir el volumen del mix de anticuerpos que se agrega a cada pocillo; de 100 uL a 50 
uL. 
Finalmente, los valores de %5mC obtenidos fueron normalizados en relación al máximo 
valor obtenido. 
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10. Resultados 
10.1 Estandarización Kit 5mC ELISA [Zymoresearch] 
Los resultados de absorbancia obtenidos al utilizar el kit de Zymoresearch con sus propios 
controles se encuentran en la Tabla 5 y al utilizar los controles del kit de metilación 
Epigentek en la tabla6.  Estos datos permitieron generar dos curvas de calibración,  cada 
una con su ecuación correspondiente y que es fundamental para poder calcular los niveles 
de metilación global (% 5mC) (Fig 12ay 12B)  
Tabla 5: Valores absorbancia obtenidos al utilizar controles de kit comercial 5mC DNA 
Elisa Zymoresearch 
  
 
  
 
 
Tabla 6: Valores absorbancia obtenidos al utilizar controles de kit comercial MethylFlash 
Methylated ® DNA Quantification Kit (Colorimetric). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Controles Zymoresearch 
%5mC Absorbancia (405 nm) 
5 0,554700017 
10 0,945599973 
25 1,079300046 
50 1,22329998 
Controles Epigentek 
%5mC Absorbancia (405 nm) 
5 0,986599982 
10 1,141499996 
25 1,610000014 
50 1,711199999 
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Fig. 12. Curvas de calibración generadas con el kit comercial 5mC DNA ELISA de 
Zymoresearch.  (a) Curva de calibración generada a partir de controles Zymoresearch; (b) 
Curva de calibración generada a partir de controles Epigentek. 
a 
b 
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Utilizando las ecuaciones antes mencionadas se calcularon los niveles de metilación global 
(%5mC) de la muestra PC0025 a partir de los valores de absorbancia obtenidos para las 
distintas fechas en estudio (Tabla 7). Los resultados obtenidos al utilizar las distintas 
ecuaciones se observan en la tabla 8 y 9. 
Tabla 7: Valores de absorbancia obtenidos para el clon PC0025 para las distintas fechas de 
colecta en estudio. 
 
  
  
 
Tabla 8: Valores de metilación obtenidos con la ecuación obtenida tras utilizar los 
controles del kit Zymoresearch.  
 
 
  
 
Tabla 9: Valores de metilación obtenidos con la ecuación obtenida tras utilizar los 
controles del kit Epigentek  
 
 
 
 
 
Fechas de colecta Absorbancia (405 nm) 
02-dic 1,630300045 
09-dic 1,630300045 
14-dic 1,631600022 
21-dic 1,652999997 
28-dic 1,338400006 
04-ene 1,70630002 
Fechas de colecta Muestras % 5mC 
02-dic 1 194,9 
09-dic 2 123,5 
14-dic 3 195,8 
21-dic 4 211,9 
28-dic 5 66,3 
04-ene 6 258,1 
Fechas de colecta Muestras % 5mC 
02-dic 1 34,6 
09-dic 2 24,1 
14-dic 3 34,8 
21-dic 4 37 
28-dic 5 14,7 
04-ene 6 43,3 
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Los resultados de porcentaje de metilación global (% 5mC) mostraron que al utilizar la 
ecuación de la curva de calibración obtenida a partir de los controles del kit Epigentek se 
obtuvieron valores dentro de los rangos posibles y lógicos (Tabla 9). Por otro lado, al 
utilizar la ecuación de la curva de calibración obtenida a partir del control del kit 
Zymoresearch los valores de %5mC son altos, de hasta 195%, lo cual no es factible 
biológicamente ni matemáticamente (Tabla 8).  
Estos resultados de los niveles de metilación global se relacionaron mediante las ecuaciones 
expuestas con anterioridad, con el fin de conocer el factor de corrección para plantas. Los 
resultados obtenidos se muestran en la tabla 10. 
Tabla 10: factores de corrección obtenidos para cada fecha de colecta.    
 
El resultado mostró que el factor obtenido con la primera razón es de aproximadamente 5, 
mientras que con la segunda el resultado es cercano a 0.2. En razón de que el control 
positivo del kit MethylFlash Methylated ® DNA Quantification Kit (Colorimetric) se 
asemeja más a lo que ocurre a nivel de metilación en plantas, el factor 0,2 será utilizado.  
De esta forma, los resultados metilación global de ADN que se obtuvieron al utilizar el kit 
5mC DNA ELISA  se multiplicaron por dicho factor, lo que permitió obtener valores 
matemáticamente lógicos. 
 
Como una forma de validar el factor de corrección 0,2 obtenido, es que compararon los 
niveles de metilación global de muestras de acícula de P. radiata obtenidos con el kit 5mC 
DNA ELISA de Zymoresearch y con el factor de corrección aplicado, con los niveles de 
metilación obtenidos con el kit MethylFlash Methylated ® DNA Quantification Kit 
Fecha de colecta Zymoresearch / Epigentek Epigentek /Zymoresearch 
02-dic 5,6253085 0,17776803 
09-dic 5,11661602 0,19544167 
14-dic 5,63092818 0,17759062 
21-dic 5,72424934 0,1746954 
28-dic 4,49546895 0,2224462 
04-ene 5,96345905 0,16768791 
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(Colorimetric) de Epigentek en el mismo tejido de forma previa (Tabla 11).  
 
Tabla 11: Niveles de metilación global de acícula de P. radiata. 
 
Es posible observar que los valores obtenidos tras aplicar el factor de corrección a los 
valores de metilación global (%5mC) al utilizar el kit de Zymoresearch se asemejan a 
aquellos obtenidos de forma previa con el kit Epigentek. De esta forma, se valida dicho 
factor de corrección.  
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10.2 Fotodocumentación y caracterización morfológica  
En la figura 13 se pueden observar los cambios morfológicos que ocurren durante la etapa 
morfogénica del desarrollo embrionario de Pinus radiata para el genotipo PC0025.  
 
 
 
 
 
Figura 13. Fotodocumentación y caracterización morfológica de la morfogénesis de 
Pinus radiata (a1-f2). (a), fecha de colecta 2 de Diciembre; (b), fecha de colecta 9 de 
Diciembre; (c), fecha de colecta 14 de Diciembre; (d), fecha de colecta 21 de diciembre; 
(e), fecha de colecta 28 de Diciembre; (f), fecha de colecta 4 de enero.  
Aq: Arquegonio,  Cc: Cavidad corrosiva, Me: Masa embrionaria,  Mp: Micropila,  
S: Suspensor, Pc: polocaulinar, Pr: Polo radicular, Pet: Proembrión temprano 
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En la primera imagen (Fig. 13-a1) se observa un corte de un megagametofito con fecha de 
colecta 2 de diciembre y que posee dos arquegonios, los que se ubican en una zona próxima 
a la micropila. Uno de estos arquegonios posee mayor tamaño y, al aumentar la imagen de 
éste (FIg. 13-a2), es posible ver una estructura que sobresale por el extremo opuesto a la 
micropila y que corresponde a los proembriones tempranos que migraron hasta dicho lugar. 
La siguiente imagen (Fig. 13-b1) corresponde a un corte de megagametofito con fecha de 
colecta 9 de diciembre, en el que se aprecia de forma clara la cavidad corrosiva, y en su 
parte inferior, estructuras embrionarias compuestas por una capa proembrionaria y una capa 
que dará origen al suspensor (Fig. 13-b2). En lo que respecta a la tercera imagen  
(Fig. 13-c3), se aprecian estructuras en la zona media del megagametofito que se distinguen 
mejor al hacer un acercamiento. Estas estructuras corresponden a proembriones 
filamentosos, compuesto por una masa embrionaria en la parte superior y por el suspensor 
en la parte inferior (Fig. 13-c2) Estos proembriones avanzan a través de la cavidad 
corrosiva hacia el extremo superior del megagametofito (opuesto a la micropila) de forma 
diferencial. Esta etapa corresponde a la poliembrionía por clivaje. En la imagen siguiente 
no se aprecian de forma clara estructuras embrionarias (Fig 13 d-1), por lo que se debió  
hacer un acercamiento a la zona superior de la cavidad corrosiva, ya que es donde se 
esperaba que estuviese el embrión dominante (Fig. 13 d-2).  De esta forma se logró 
determinar que embrión dominante se encuentra en un estado globular (proembrión 
globular), con su respectivo polo caulinar y radicular. Respecto de la quinta imagen, en ésta 
se muestra un embrión dominante fuera del plano de corte (Fig. 13. e-1 y e-2), el cual está 
en estado globular. Además se observa la presencia de un embrión secundario en la zona 
inferior de la cavidad corrosiva (Fig 13. e-3). En las muestras de esta fecha fue muy difícil 
observar estructuras embrionarias ya que el embrión se desprende del megagametofito. En 
la imagen final se observa un megagametofito sin embrion en su interior (Fig. 13 f-1). Esto 
se debe a que al momento de realizar el corte del megagametofito, el embrión se desprende 
de éste, pudiéndose tomar de forma aislada. Los embriones obtenidos para esta fecha se 
encontraron en estado de torpedo temprano (Fig. 13 f-2). 
De este modo se ha cubierto en completitud la etapa morfogénica del desarrollo 
embrionario cigótico de P. radiata. 
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Durante diciembre de 2016 y principios de enero del año 2017 se realizó una segunda 
campaña de colecta de conos con el fin de realizar una nueva fotodocumentación y 
caracterización morfológica de la morfogénesis para el mismo genotipo. Tras analizar el 
corte del megagametofito obtenido en la fecha de colecta 9 de diciembre, se observó la 
presencia de embriones filamentosos que se encontraban atravesando la cavidad corrosiva 
y, tal como se describió para la primera campaña,  esta etapa corresponde a poliembrionía 
por clivaje. De esta forma, el desarrollo embrionario se adelantó una semana respecto de la 
campaña 2015-2016. 
10.3 Extracción de ADNg de megagametofitos de P. radiata 
En la tabla 12 se observa la cantidad de ADNg extraído de cada megagametofito obtenido 
del genotipo PC0025 de P. radiata, para distintas fechas en estudio, el cual fue suficiente 
para poder realizar posteriormente el análisis de los niveles de metilación global.  
Al analizar el material genético por electroforesis en gel de agarosa, es posible observar 
bandas íntegras, sin contaminantes ni degradación, aunque de distintas intensidad fecha y la 
última muestran cambios significativos y una tendencia a aumentar (Fig. 14) 
Tabla 12: Concentraciones de extracciones ADN genómico de megagametofitos del clon 
PC0025 de P .radiata para distintas fechas de colecta 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Fecha de colecta Concentración [ng/µL] 260/280 
02.12 72 1,79 
09.12 10,1 1,77 
14.12 23 1,85 
21.12 35,8 1,8 
28.12 8,2 1,82 
04.01 20,6 1,81 
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10.4 Medición de la metilación global de ADN 
En la figura 15 se aprecian los niveles de metilación global normalizados en relación al 
valor máximo para el genotipo PC0025. Para llegar  a este resultado se realizaron tres 
experimentos independiente, aplicando a los dos últimos las modificaciones que se 
establecieron en la estandarización de la técnica de ELISA para medir niveles de metilación 
global.  
Los resultados muestran que los niveles de metilación van aumentando a medida que 
transcurre el tiempo, observándose una diferencia muy significativa entre los valores de la 
primera fecha y la última. 
 
 
 
 
Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa 1% de ADNg de megagametofitos del 
genotipo PC0025 de P. radiata colectados en distintas fechas. M: marcador de peso 
molecular 1Kb ADN, Maestrogen; Carril 1, fecha de colecta 02.12, Carril 2, fecha de 
colecta 09.12; Carril 3, fecha de colecta 14.12; Carril 4, fecha de colecta 21.12; Carril 5, 
fecha de colecta 28.12; Carril 6, fecha de colecta 04.01. 
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Figura 15. Metilación global de ADN.  Metilación global de ADN expresado como % de 
citosinas metiladas. Los valores están normalizados en relación al valor máximo obtenido.  
Los valores corresponden al promedio + error estándar (****P<0.0001, **P<0.01, 
*P<0.05) 
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11. Discusión 
11.1 Fotodocumentación y caracterización morfológica 
En el género Pinus, la embriogénesis cigótica temprana se inicia cuando finaliza la 
formación de los proembriónes secundarios tempranos, los que atraviesan la arquegonia 
desde el extremo cercano a la micropila hasta el extremo opuesto (Doyle, 1963). En la 
figura 13 se observan dos arquegonias (a-1) y en una de ellas (a-2) se aprecia una estructura 
que correspondería a los proembriones secundarios tempranos que migraron hacia el 
extremo del arquegonio, opuesto a la micropila.  
En la imagen 13 b-1 se observa una masa que se encuentra en la parte baja de la cavidad 
corrosiva (13 b-2), y que indicaría el inicio de la embriogénesis cigótica temprana. Ésta se 
inicia con la elongación de dos capas celulares que darán origen al suspensor primario y 
secundario, fundamentales para la poliembrionía por clivaje, en donde ocurre una 
separación vertical de las capas celulares embrionarias y suspensoras de cada proembrión, 
lo que genera 4 embriones filamentosos (Singh, 1978). Ésta etapa se logra observar en la 
imagen 13 c-2; los proembriones filamentosos, que están compuestos por células 
suspensoras (células transparentes) y por la masa embrionaria (extremo oscuro), se 
encuentran atravesando la cavidad corrosiva en dirección a la parte superior del 
megagametofito (Davey & Anthony, 2010). Esta fase fue descrita en P. radiata por 
Montalbán et al., 2012 y en P. sylvestris por Lelu et al., 1999, indicando que no se aprecia 
de forma clara un embrión dominante, pero si 4 proembriones con sus células suspensoras 
respectivas separándose. Por otro lado, es importante destacar que no todos los embriones 
se observan en la misma posición en la cavidad corrosiva, sino más bien, unos llevan más 
ventaja que otros. Ésta característica fue descrita para el género Pinus por Dogra, 1967, 
para la conífera Pseudotsuga menziesii por Orr-Ewing, 1957 y para P. taeda por Skinner, 
1992, informando que cada uno de los proembriones compite por llega al extremo superior 
del megagametofito a través de la cavidad corrosiva, siendo solo uno (embrión dominante) 
el que lo logre. Las etapas antes mencionadas no habían sido descritas previamente en esta 
especie. 
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Una vez en el extremo superior del megagametofito, el embrión comienza a desarrollarse 
radialmente, formándose un proembrión globular con sus respectivas células suspensoras y 
un polo caluinar y radicular. Éste estado del desarrollo fue descrito por Cairney & Pullman, 
2007 para P. taeda, por Vega Bartol et al., 2013 para P. pinaster y para P. silvestrys por 
Lelu et al, 1999 en donde se muestra unas estructuras idénticas a la documentadas en este 
trabajo. De igual forma, dichos autores describieron la última etapa fotodocumentada en 
este trabajo y que corresponde a cuando el embrión está en la etapa de torpedo temprano. 
La caracterización morfológica del desarrollo embrionario de coníferas ha permitido 
establecer una correlación entre una etapa específica de este proceso y la capacidad de 
inducir tejido embriogénico (Bonga et al., 2010). Por ejemplo, estudios realizados en P. 
banksiana, muestran que solo los embriones cigóticos que se encuentren atravesando la 
etapa de poliembrionía por clivaje serán capaces de responder al proceso de inducción. Se 
especula que en cultivos de esta especie el proceso de poliembrionía por clivaje se repite 
cada vez que un embrión nuevo alcanza el estado de 16 celulas cuando es expuesto a 
auxinas, formándose un gran número de embriones somáticos (Park et al., 2006). De igual 
forma, estudios realizados por Montalbán et al., 2012 en P. radiata demostraron que la 
mayor tasa de inducción se obtiene en la etapa de poliembrionía por clivaje temprana hasta 
la primera etapa de torpedo temprano.   
Experimentos de inducción realizados en el laboratorio de forma previa con 
megagametofitos obtenidos a partir de los genotipos en estudio; PC0016, PC0025 y 
CR0027, durante la primera campaña (2015 – 2016), mostraron que existe una mayor 
respuesta cuando los embriones se encuentran en la etapa previa a la poliembrionía por 
clivaje y durante la poliembrionía por clivaje, lo que corresponde a las fechas de colecta 
que van desde el 2 de diciembre del 2015 hasta el 14 de diciembre del mismo año. Esto 
coincide con lo antes mencionado para el género Pinus.  
En lo que respecta a la segunda campaña de colecta, el hecho de que se adelantase una 
semana el proceso de embriogénesis cigótica implica que la ventana de competencia 
también lo hace, y por lo tanto existiría una repercusión en la tasa de inducción, existiendo 
pérdida de la diversidad genética capturada por los PMG. Esto debido a que MININCO 
realiza la colecta de conos durante diciembre y principios de enero.  
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11.2 Medición de la metilación global de ADN 
Durante el desarrollo embrionario de plantas, la metilación global de ADN cambia 
continuamente con el fin de satisfacer los requerimientos celulares (De la Peña et al., 
2015). Tras la fertilización, ocurre una demetilación del ADN, correlacionada con el inicio 
de la embriogénesis cigótica (Viejo et al., 2010). Esto conlleva cambios en el programa de 
desarrollo y la activación de la proliferación celular, así como también cambios globales en 
la expresión de genes  (Solis et al., 2012). Los resultados obtenidos son concordantes con 
lo antes mencionado (Fig. 15), ya que se aprecia que los niveles de metilación son bajos 
para los embriones cigóticos analizados en las primera fecha de colecta, principalmente 
aquellos de la primera fecha con la última, en donde existe una diferencia significativa. A 
medida que el embrión se desarrolla ocurre diferenciación celular, lo que conlleva a que 
estas células adquieran un patrón de metilación único y estable que regula la transcripción 
de genes tejido específico. El progreso de la diferenciación celular, por lo tanto, estará 
relacionado con un rápido incremento de los niveles de metilación global del ADN  
(He et al., 2011; Bird, 2002). La fecha de colecta 14 de diciembre (14.12) presenta un nivel 
de metilación más alto que la primera fecha, asociado a la formación de uno de los 
primeros órganos que son los suspensores y presenta una diferencia significativa con la 
última fecha de colecta, que corresponde al embrión en estado de torpedo, el cual implica 
un compromiso celular más alto (Malik et al., 2012). De igual forma, el paso del estado 
globular (Fig. 13 d1) a torpedo significa crecimiento radial y elongación de células y a su 
vez compromiso celular (Purohit, 2013). Los resultados obtenidos para el genotipo PC0025 
son representativos para los otros dos genotipos estudiados. 
Si bien no existen estudios asociados a como varían los niveles de metilación en el 
transcurso del desarrollo embrionario en el género Pinus, si lo hay en otra gimnosperma. 
Teyssier et al., 2014 determinaron el estado de la metilación global mediante HPLC de 
cultivos embriogénicos de alerce híbrido (Larix x eurolepsis) originados a partir de 
embriones cigóticos inmaduros en distintas etapas del desarrollo de la embriogénesis 
somática. Los resultados mostraron que los embriones somáticos indiferenciados son 
menores en comparación a los valores obtenidos a partir del ADNg de embriones somáticos 
inmaduros. Posteriormente observaron una disminución del nivel de metilación global del 
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ADN, por lo que hay una tendencia al aumento y luego a bajar.  Estos resultados sugieren 
que la hipermetilación de la masa embrionaria está asociada con la diferenciación; la 
metilación aumenta de 45.8% para embriones indiferenciados a 61,5% para embriones 
somáticos tempranos, mientras que la morfogénesis y maduración está asociado on una 
disminución de los niveles de metilación hasta 53,4% para embriones somáticos maduros 
cotiledonares. De esta forma, se sugiere que la hipermetilación global del ADN está 
asociada a la diferenciación de los embriones somáticos, y en base a los resultados 
obtenidos en este trabajo, también está asociada a la diferenciación de los embriones 
cigóticos. 
En base a todo lo antes mencionado, es posible establecer una relación entre los niveles de 
metilación y un estado morfogenético, tal como lo establece De La Peña et al., 2015. 
Además, considerando los ensayos de inducción realizados de forma previa, es posible 
asociar un nivel de metilación con la respuesta de inducción de los embriones cigóticos, 
sirviendo como indicador para la colecta de conos. 
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12. Conclusiones y proyecciones 
El trabajo previamente expuesto establece que la metilación global del ADN cambia 
durante el desarrollo embrionario cigótico temprano de P. radiata  
 Los cambios morfológicos que ocurren durante la embriogénesis temprana de P. radiata 
son idénticos a aquellos descritos por diversos autores para el género Pinus.  
 El aumento en los niveles de la metilación global del ADN de P. radiata durante el 
desarrollo embrionario cigótico temprano está asociado a cambios morfológicos 
La información obtenida de este trabajo permitiría generar una herramienta que combine 
los cambios en los niveles de metilación global y el estado del desarrollo embrionario, con 
el fin de relacionarlos con la ventana de competencia de los embriones cigóticos contenidos 
en los conos femeninos. De esta forma se podrá optimizar la cadena productiva de P. 
radiata. 
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